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BESCHREIBUNG 

Verfahren zurn Darstellen von bioloqisch aktivierten induk- 
tivitatsandernden Partikeln sowie Vorrichtunq dafur 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren fur die Darstellung 
von biologisch aktivierten indukt i vi ta t sandernden -- insbe- 
sondere f erromagnet ischen bzw. superparamagnetischen 
Partikeln. Zudem betrifft die Erfindung eine Vorrichtung 
zurn Nachweis und Zahlen von suspendierten biologischen 
Mi kropartikeln in flussigen Proben, insbesondere zurn Durch- 
fiihren des genannten Verfahrens. 

Das Zahlen von Bakterien, Blutzellen oder Zellbestandteilen 
in wassrigen Ldsungen erfolgt bisher mittels Durch- 
f lusszytometer oder Coultercounter . Hier werden die ent- 
sprechenden Partikel gefarbt und anhand von optischen 
Signalen ident i f i ziert oder durch kapazitive Messungen ge- 
zahlt . 

In Kenntnis dieser Gegebenheiten hat sich der Erfinder das 
Ziel gesetzt, derartige Messungen zu vereinf achen . 

Zur Losung dieser Aufgabe fuhrt die Lehre des unabhangigen 
Anspruches; die Unteranspruche geben gunstige Wei terbildun- 
gen an. Zudem fallen in den Rahmen der Erfindung alle Kom- 
binationen aus zumindest zwei der in der Beschreibung, der 
Zeichnung und/oder den Anspruchen offenbarten Merkmalen. 

Erf indungsgemafi werden monovalente primare Antikorper mit 
induktivitatsandernden, vor allem f erromagnet ischen bzw. 
superparamagnetischen, Partikeln in mehrfachem Uberschuss 
gemischt, welche mit sekundaren Antikdrpern beschichtet 
sind; anschl iefiend werden mittels partieller Sedimentation 
in einer Zentrifuge aggregierte Partikel abgetrennt, die 
aus einem monovalenten primaren Antikorper und antikorper- 



H264WP3 

- 2 ~ 

beschichteten f er romagne t ischen Tei lpart i keln bestehen. An- 
stelle primarer Antikorper konnen auch Viren oder Gensonden 
verwendet werden, gegen deren Hullproteine bzw. Spacer- 
molekule die sekundaren Antikorper gerichtet sind. 

Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung konnen die bioio- 
gischen Partikel zum Nachweis bzw. zum Zahlen immunoio- 
gisch, phagologisch oder molekularbioiogisch mit aggre- 
gierten Partikein verbunden werden, die beim anschliefienden 
Durchs t romen einer Metallspule — insbesondere des Spaltes 
einer C-formigen Metallspule mit f erromagnet ischem Kern 
messbare und zahlbare Induktivita tsanderungen auslosen. 

Auch hat es sich als gunstig erwiesen, induktivitatsan- 
dernde Partikel vor dem Durchstromen der Metallspule 
mittels Elektromagnet in einer Kunst stof f kapi Hare festzu- 
halten und dort mit den in die Kapillare einstromenden 
biologischen Partikein zu verbinden, wahrend die Probe, in 
welcher diese enthalten waren, aus der Kapillare herausge- 
fuhrt wird. Zudem sollen durch die Metallspule als Teil 
eines ele kt ronischen Schwingkreises zahlbare Anderungen der 
Eigenschwingf requenz erzeugt werden. 

Urn den apparativen Aufwand bei der optischen Messung zu um- 
gehen und eine hohere Spezifitat gegeniiber der kapazitiven 
Messung zu erreichen, wird also fur den Nachweis des ein- 
zelnen Partikels ein geandertes Messprinzip eingesetzt: Die 
Messung der Indukt i vi tatsanderung einer Mikrospule aus Me- 
tall. Da biologische Partikel aber eine Permeabilitats kon- 
stante u von annahernd 1 haben, mussen diese zum Nachweis 
und zur Zahlung mittels Spule zuvor mit indukt ivitats- 
andernden Substanzen markiert werden. Diese Markierung ge- 
schieht durch die immunologische, phagologische oder mole- 
kularbiologische Ankopplung von f erromagnetischen bzw. 
superpa ramagnet ischen Partikein, welche monovalent entweder 
mit Antikbrpern, mit Vi rus-Andockmole kulen oder mit 
Gensonden an Spacermole ktilen verbunden sind. 
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Im Rahmen der Erfindung liegt eine Vorrichtung der eingangs 
genannten Art mit einer Fbrderleitung fur eine zu messende 
Probe, die als Messleitung von einer Metailspuie als 
Messspule umgeben ist, welche ihrerseits an eine Einrich- 
5 tung zum Anregen der Schwingung und Messen von Resonan- 
zereignissen angeschlossen ist. 

In einer besonderen Ausgestaltung ist diese Metailspuie urn 
einen etwa C-formig gebogenen Kern gelegt, dessen Enden 
10 einen Spalt begrenzen; durch diesen Spalt ist die Messlei- 
tung gelegt. 

Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung ist die Fbrder- 
leitung an eine Einrichtung mit Kapillaren -- insbesondere 
15 mit Tef lonkapil laren -- angeschlossen; letztere sind einem 
Ele kt romagnet en zugeordnet und konnen in einem von einem 
Polschuh umgebenen Raum angeordnet sein. 

Vorteilhaf terweise ist zwischen den Elekt romagneten und 
einem Ventil der Fbrderleitung eine Zweigleitung fur uber- 
schussige Proben vorgesehen. Zudem konnen jener Einrichtung 
zum Anregen der Schwingung und Messen von Resonanzereign is- 
sen zur Metailspuie hin wengistens ein Widerstand sowie ein 
Kondensator vorgeordnet sein. 

Die Messspule, eine ihr vorgeordnete Piezopumpe und ein 
nachgeordneter Widerstand bzw. Kondensator sollen erfin- 
dungsgemafi Teile einer mi krosystemtechnischen Einheit sein. 

Die Ankopplung der f erromagnet ischen Marker geschieht also 
in der Vorrichtung, welche gleichzeitig eine Anreicherung 
der zu zahlenden Partikel ermbglicht: Die Marker werden in 
jener Tef Ion kapi 1 la re mittels eines Ele kt romagneten als 
Sorpt ions-Schicht f es tgeha lten , bis die gesamte Probe in 
die Kapillare gepumpt wurde und gleichzeitig die uberschus- 
sige Probe aus der Kapillare herausgelau f en ist. Hierauf 
wird der Magnet ausgescha 1 tet , damit die Marker frei dif- 
fundieren und die Oberflache der biologischen Partikel 



H264WP3 ' 

- 4 - 

sattigen konnen. Dann wird der Kapil laren- I nha 1 t mit der 
erwahnten piezoele kt r i schen Pumpe durch die Metallspule ge- 
pumpt, insbesondere durch den Spalt der C-fbrmig gestal- 
teten Metallspule mit f erromagnet ischem Kern. Die Metall- 
5 spule wurde als Spirale auf eine Leiterplatte geatzt und 
ist mit Kondensator und Widerstand als Schwingkreis ge- 
schaltet. Der Schwingkreis wird mit einer Frequenz ange- 
regt, die derjenigen Eigenschwing f requen z entspricht, 
welche generiert wird, wenn sich ein durchschn i tt 1 ich mar- 
10 kierter biologischer Mi kropart i kel in der Spule bzw. im 
Spalt befindet. Dadurch entsteht im Schwingkreis immer dann 
eine Resonanzschwingung, wenn ein en t sprechende r 
Mi kropartikel durch die Spule tritt. 

15 Ein Beispiel fur die Anwendung dieses Verfahrens ist der 
Nachweis von Koliba kte r ien in Wasserproben. Hierzu werden 
monovalente primare E. -coli-spezi f ische Antikorper mit an 
megnetische Beads gekoppelten sekundaren Antikorpern konju- 
giert. Die Suspension dieser Konjugate wird in die Teflon- 

20 Kapillare gepumpt und mittels Ele kt romagnet dort fixiert. 
Beim Durchstrbmen der Kapillare mit der zu untersuchenden 
Wasserprobe werden Ko 1 iba kter ien liber die primaren Antikor- 
per an den Konjugaten f es tgehalten . Nach dem Abschalten des 
Magneten kann die Suspension von magnetisch markierten 

25 Kolibakter ien durch die Messspule bzw. den Spalt der Me- 
tallspule gepumpt werden. Die Anzahl der Resonanz-Ereig- 
nisse im angeschlossenen Schwingkreis entspricht der Anzahl 
der Kolibakterien in der ursprungl ichen Wasserprobe. Durch 
den Einsatz dieses Gerates und der ent sprechenden Konjugate 

30 ist es moglich, ohne den aufwendigen Einsatz der 
Durchf luss zytometrie Bakterien automatisch zu zahlen. Des 
weiteren ist es moglich, mit dieser Messmethode eine Minia- 
turisierung des Nachweisgerates zu erreichen. 
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Mit der beschr iebenen Technik werden Partikel wie Bakte- 
rien, Zellen oder Zel lbestandtei le in wassrigen Losungen 
nachgewiesen und gezahlt. Diese Technik ermoglicht eine Mi- 
niaturisierung des automa tischen Pa r t i kel zahl ver f ahrens . 
5 Dazu werden die Partikel vor der Messung durch die Reaktion 
mit monovalenten antikorper- bzw. virenbeschichteten ferro- 
magnet ischen Partikeln markiert . Die induktive Messung be- 
ruht auf dem Passieren der mit den biologischen Partikeln 
aggregierten ferromagnet ischen Partikel durch die in be- 
lt) schriebener Weise gestaltete Mikrospule eines elektroni- 
schen Schwing kreises . Die beim Passieren auftretenden Re- 
sonanzereignisse werden gezahlt. 

Die erf indungsgemafte Vorrichtung kann in der Medizin, Mi- 
15 krobiologie und Hygiene eingesetzt werden, bei spielsweise 
zum Auszahlen von Blutzellen; es kbnnen okologisch rele- 
vante Mi kroorganismen ausgezahlt oder krankhei t ser regende 
Keime nachgewiesen werden. 
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Weitere Vorteile, Merkmale und Einzelheiten der Erfindung 
ergeben sich aus der nachf olgenden Beschreibung eines be- 
vorzugten Aus f uhrungsbeispieles sowie anhand der Zeichnung; 
diese zeigt in 

Fig. 1, 3: jeweils ein Schema zu einem er- 
f indungsgemaften Verfahren; 

Fig. 2: ein Detail der Fig. 1, 3 in schemati- 

sierter Schragsicht. 

Vor einem Verfahren zum Nachweis von Kol iba kter ien in einer 
durch eine Leitung 10 zugefiihrten Wasserprobe Z werden mo- 
novalente primare E . -coli -spe zi f ische Antikorper mit an ma- 
gnet Lsche Beads gekoppelten sekundaren Antikorpern konju- 
giert. Die Leitung fur die monovalenten magnetischen Parti- 
kei F ist mit 12 bezeichnet . Beide Leitungen 10, 12 enthal- 
ten Schlauchpumpen 14 und vereinigen sich nach diesen zu 
einer gemeinsamen Forderlei t ung 16. 

Das Reagenz mit f erromagnet i schen, biologisch aktivierten 
Partikeln wird uber die Leitungen 12 und 16 in eine 
Te f lonkapi Hare 20 gepumpt und dort mittels eines Elektro- 
magneten 22 fixiert, dessen Magnetspule mit 24 bezeichnet 
und dem die Z-formig auf gewickelte Tef Ion kapillare 20 in 
einem konzent rischen Polschuh 26 zugeordnet ist. Dieser 
begrenzt mit einem von ihm in Radia labstand umgebenen 
Polstift 28 einen Ringraum 30 fur die Tef lonkapillare . 

Beim Durchstromen der Kapillare 20 mit der zu untersuchen- 
den Wasserprobe Z werden Kol iba kterien als zu zahlende bio- 
logische Partikel uber die primaren Antikorper an den fer- 
romagnet ischen Konjugaten f es tgehalten . Nach dem Abschalten 
des Ele kt romagne ten 22 kann die Suspension von magnetisch 
markierten Kol iba kter ien dank einer Piezopumpe 32 in einer 
Messleitung 34 durch eine geatzte Metallspule als Messspule 
36 einer mi krosys temtechnischen Einheit 40 t ranspor t iert 
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werden. Aus dieser werden die gezahlten Partikel in Pfeil- 
richtung X ausgetragen. 

Im Ausf iihrungsbeispiel der Fig. 3 wird jene Suspension in 
5 der Messleitung 35 durch den Spalt 52 eines ferromagne- 
tischen, C-formig gebogenen Kerns 50 einer Messspule 36 a 
t ransport iert . 

Die freien Enden 38, 38 a der Messspule 36, 36 a sind -- nach 
10 einem Widerstand 42 und einem Kondensator 44 -- an eine 
Einrichtung 46 zum Anregen der Schwingung und zum Messen 
von Resonanzereignissen angeschlossen; dort erfolgt eine 
Umwandlung in Zahl impulse . 

\5 Die Anzahl der Resonanzereignisse im angeschlossenen 
Schwingkreis entspricht der Anzahl der Koliba kter ien in der 
ursprungl ichen Wasserprobe Z. 

Zwischen der Tef lonkapi 1 lare 20 und der Piezopumpe 32 ist 
20 J ein -- ein Ventil 48 enthaltender -- Leitungsabzweig 18 fur 
uberschussige Probeanteile Q vorgesehen, dem in der For- 
derleitung 16 ein Ventil 48 nachgeschal tet ist. 
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PATENTANS PRUCHE 

1. Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivier- 
ten induktivitatsandernden, insbesondere ferromagne- 
tischen bzw. superpa ramagnet ischen, Partikeln, 

dadurch gekennzeichne t , 

dass monovalente primare Antikorper mit induktivi- 
tatsandernden Partikeln im Oberschuss gemischt werden, 
welche mit sekundaren Antikorpern beschichtet sind, 
und anschlieftend mittels partieller Sedimentation 
aggregierte Partikel abgetrennt werden, die aus einem 
rnonovalenten primaren Antikorper und an t i kdrper-be - 
schichteten induktivitatsandernden Tei lpart i ke i n 

bestehen . 

2. Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivier- 
ten induktivitatsandernden, insbesondere f erromagneti- 
schen bzw. superpa ramagnet ischen, Partikeln, dadurch 
gekennzeichnet , dass Viren mit induktivitatsandernden 
Partikeln im Oberschuss gemischt werden, welche mit 
gegen die Hullproteine der Viren gerichteten Anti- 
korpern beschichtet sind, und anschliefiend mittels 
partieller Sedimentation aggregierte Partikel abge- 
trennt werden, die aus einem Virus und ant i korper-be- 
schichteten induktivitatsandernden Teilpar t i keln be- 
stehen . 

3. Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivier- 
ten induktivitatsandernden, insbesondere ferromagneti- 
schen bzw. superparamagnet ischen, Partikeln, dadurch 
gekennzeichnet, dass spacermole kul-ge koppel te Oligo- 
nukleot id-Gensonden mit induktivitatsandernden Parti- 
keln im Oberschuss gemischt werden, welche mit gegen 
die Spacermolekule gerichteten Antikorpern beschichtet 
sind, und anschliefiend mittels partieller Sedimenta- 
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tion aggregierte Partikel abgetrennt werden, die aus 
einer Gensonde und ant i korper-beschichteten indukti- 
vi tat sander nden Teilpartikeln bestehen. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass biologische Partikel zum Nachweis 
bzw. zur Zahlung immunologisch , phagologisch oder 
molekularbiologisch mit den aggregierten Partikeln 
verbunden werden, die als Marker beim anschl ieftenden 
Durchstromen einer Metallspule mefibare und zahlbare 
Induktivitatsanderungen auslosen. 

5. Verfahren -nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Marker beim Durchstromen des Spaltes an einem 
etwa C-fdrmig gebogenen Kern einer Metallspule mess- 
bare und zahlbare Induktivitatsanderungen auslosen. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass induktivitatsandernde Partikel vor dem 
Durchstromen der Metallspule mittels Ele kt romagne t in 
einer Kuns tstof f kapi 1 la re festgehalten und dort mit 
den in die Kapillare einst romenden biologischen Par- 
tikeln verbunden werden, wahrend die sie enthaltende 
Probe aus der Kapillare herausge f uh r t wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass durch die Metallspule als Teil 
eines ele ktronischen Schwingkreises beim Durchstromen 
der induktivitatsandernden Partikel zahlbare Anderun- 
gen der Eigenschwingf requenz erzeugt werden. 

J. Vorrichtung zum Nachweis und Zahlen fur suspendierte 
biologische Partikel in flussigen Proben, insbesondere 
Vorrichtung zum Durchfuhren der Verfahren nach 
wenigstens einem der vorausgehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass eine Forder le i t ung (16) fur eine 
zu messende Probe als Messleitung (34) von einer Me- 
tallspule als Messspule (36, 36 a ) umgeben und diese an 
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eine Einrichtung (46) zum Anregen der Schwingung und 
Messen von Resonanzereignissen angeschlossen ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Metallspule (36 a ) urn einen etwa C-formig ge- 
bogenen Kern (50) gelegt und dieser einen Spalt (52) 
aufweist, durch den die Messieitung (34) gefuhrt ist. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Forder lei tung (16) an eine Einrich- 
tung mit Kapillaren (20), insbesondere Te f Ion kapi 1 la - 
ren, angeschlossen ist sowie letztere einem Elektro- 
magneten (22) zugeordnet sind. 

1.1. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Kapillare/n (20) in einem von einem Polschuh 
(24) umgebenen Raum (30) angeordnet sind. 

.2. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass zwischen den Elekt romagneten (22) 
und einem Ventil (48) der Forderlei t ung (16) eine 
Zweigleitung (18) fur uberschussige Proben (Q) ange- 
ordnet ist. 

3. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Einrichtung (46) zum Anregen 
der Schwingung und Messen von Resonanzereignissen zur 
Metallspule (36, 36 a ) hin wenigstens ein Widerstand 
(42) sowie ein Kondensator (44) vorgeordnet sind. 
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14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Messspule (36, 36 a ) mit vor- 
geordneter Piezopumpe (32) und nachgeordnetem Wider- 
stand (42) bzw. Kondensator (44) Teiie einer mikro- 
sys temtechnischen Einheit (40) sind. 



H264WP3 




ZUSAMMEN FAS SUNG 

Bex einem Verfahren fur die Darstellung von biologisch 
5 aktivierten indukt ivi tatsandernden insbesondere ferro- 

magnetischen bzw. superparamagnet ischen -- Partikeln werden 
monovalente primare Antikorper mit indukt ivi tatsandernden 
Partikeln im Uberschuss gemischt, welche mit sekundaren 
Antikorpern beschichtet sind, und anschliefiend mittels 

10 partieller Sedimentation aggregierte Partikel abgetrennt; 
diese bestehen aus einem monovalenten primaren Antikorper 
und ant i korper-beschichteten indukt ivitat sandernden 

Tei lpart i keln . Zudem werden bei einem weiteren Verfahren 
Viren mit ferromagnet ischen Partikeln im Uberschuss 

15 gemischt, welche mit gegen die Hullproteine der Viren 
gerichteten Antikorpern beschichtet sind, und anschlieBend 
mittels partieller Sedimentation aggregierte Partikel 
abgetrennt; diese bestehen aus einem Virus und antikorper- 
beschichte ten indukt ivi tatsandernden Teilpartikein . 

20 

Bei einer Vorrichtung zum Nachweis und Zahlen fur suspen- 
dierte biologische Mi kropart ikel in fliissigen Proben ist 
eine Forder lei tung (16) fur eine zu messende Probe als 
Messleitung (34) von einer Metallspule als Messspule (36 a ) 
25 umgeben und diese an eine Einrichtung (46) zum Anregen der 
Schwingung und Messen von Resonanzereignissen angeschlos- 
sen; die Metallspule (36 a ) ist um einen etwa C-fbrmig gebo- 
genen Kern (50) gelegt und dieser weist einen Spalt (52) 
auf, durch den die Messleitung (34) gefuhrt ist. 

30 



Fig. 3 



